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肝細胞癌患者血清 に特異的 に 出現 する y－gluta myltr a n speptida seiso e n zym eくn o v el y－ G TPl の
性格を解明 す る 一 端と し て， 各種分画法 を用 い て ヒ ト肝細胞癌組織よ り y－G T P を精製 し， そ の 物理化学
的， 免疫学的な性格を同様な方法で精製 し た正常腎 y－ GT P と比 較検討 した． 基質に 対す る Km 値， 至適
pH， 各種金属イ オ ン や E D T Aに よ る影乳 各種ア ミ ノ 酸の アク セ プタ ー と して の 反応， 耐熱性な どの物理
化学的性格 に おい て 両者 に 明らか な 差異 はみ られ なか っ たが ， 電気泳動度， 等電点， C O nA お よび ニ ュ ー
ラ ミ ニ ダ ー ゼ に 対す る反 応性に は明ら か な相違が みら れ た． 家兎 に 免疫 して 作製した 抗血 清 を用 い た検討
で は， 両者は免疫学的に は 区別さ れ な か っ た ． 以 上 よ り肝細胞痛患者に 特異な n o v ely－GT Pは主 に糖鎖の
プ ロ セ ッ シ ン グの 適い を反映した 広義の 意味で の is o e n zym eで ある と推察さ れ る．
Key w ords y－ Glutam yl tra nspeptidas e， hepato cellular c a r cin o m aくH C Cう，
is o en zym e， C a rbohydr ate m oieties
y，Gluta myl tr a n speptida s eくy － G T Pl は ， y －
glutamyl peptide を 水 解 す る と 同時 に ， そ の y－
gluta myl基 と他 の ア ミ ノ 酸や ペ プ チ ド と の 転移反 応
を解媒す る膜結合酸素 で あ る． y－G T Pの is o e n zym e
に つ い て は 1965年 の Kokot らりの 報告 以 来種々 の 電
気泳動法を用 い て多く の 研究が な され て き たが ， 臨床
的意義の ある成果 は認め られ て い なか っ た
．
一 方 ， 本
酵素は各種の 実験的な研究よ り痛胎児性蛋白と して の
性格を有 す る事 が 示 唆さ れ て お り2ト 51渾武 ら6ト 引は こ
の 様な点に 注目し， pOlya c ryla mide gradientgelslab
を用 い た電気泳動法に よ り肝細胞癌患者血清に 特異 的
に出現す る y－ G T P is o en zym eくn o v el y－G T Pl を見
出し， そ の 臨床的有用 性 を明 ら か に し た． 著 者は ，
n o v eトy－G T Pの 性格 を解 明 す るq一 端 と し て 肝細胞癌
組織よ り y－G T P を精製 し， そ の 物理 化学的お よ び 免
疫学的な性格 を， 正 常腎 y．G T P と比較 して 検討 した．
材 料 及 び 方 法
血 清中に no v el y－G T P を認め た患者 の 剖検肝癌組
織お よ び肝癌以外の患者の 剖検腎を用 い た． い ずれ も
死 亡後6時間以内に － 20
0
C に凍結保存し， 6 ケ月以 内
に 実験に 供 した ．
I ． y－ G T P活 性の 測 定
Orlo w ski ら1 01の 方 法 に 従 っ て Y－G T P活性 の 測定
を 行 な っ た ． す な わ ち， 基 質 緩衝液 と し て y －L－
gluta myl－ a － n aphtyla mide45m g， m etO r O SeTC－5 1．5
m g， glycyl－glycin eO．01 M， MgC12 0．0033 M を溶解 し
た 0，03 M Tris－ H Cl緩衝液 3mlを用 い ， 試料50pl を
加 え， 37
0
C に て 30分イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し， 0．1 N
H Cl lml に て 反応 を停止 した． さ ら に ， 10分間放置
後， 日立 製分 光光度計 く200－20型うに て 550n m に お け
る吸 光度を測定 し， y－ G T P活性 を算出した．
I ． y－ G T Pの 精製
表 1 ， 2 に 示 す ご とく 肝癌組織よ りの y －GT P抽出
は Orlo w ski ら1 0Jの 方法を 一 部変更し て 行 な っ た ． ま
ず凍結肝癌 く又 は 腎う 組織 を 2容 の 0．08 M MgC12 中
に て細切 後， 3分間， ブレ ン ダ ー に て処理 した ． こ れ
に 1N －NaO Hを加え， pH を10 に 調整した後， 37
O
C に
A bre viatio ns こCo n－ A， C O n C a n a V alin A三 E D T A， ethyle ne dia mine tetra a c etic acidi HC C，
hepatoc ellular c a rcinom ai PB S， phosphate buffer solutioni P E G， pOly ethyle n eglyc olニ y－
G T P， y－gluta myltr a nspeptida se．
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Tablel． Pu rific atio n of T －G T P fr o mH C C
Total Total Spe cific
PrOtein a ctivity a ctivity
くm gI くu nitsI くu nitslm gl
Ho m oge n ate
De o xycholate e xtra ct
Am m o niu m s ulfate fra ctio n atio n
Br o m elain tr e atm e nt
Ultr ogel





41 臥9 1 3．96
223．4 1 6．55
Table2． Pu rific atio n of T －G T P fr o mkidn ey
Total Total Spe cific
pr otein a ctivity a ctivity
くm gl くunitsl くu nitsノmgl
Ho mogen ate
De oxycholate extr a ct
A m m oniu m s ulfate fr a ctio n atio n
Br o m elain tr e atm e nt
Ultr ogel







て 2 時間放置 した． こ れ を18，000rpm ， 4
0
C に て 30
分 間遠 沈 し た 後， 沈 漆 を 1．5％の de o xycholate
mIF C O製， Detr oit， M ichigan ， U ．S．A ．1 と 5％
Trito nX くW ako 製， 大阪lを含む 0．1 M Tris－H Cl援
衝液 くpH 8． の中に て 48時間可溶化 した ． 続 い て， 溶
液 を 15，00rpm で 30分 間遠沈 し上 清 を透析膜 を用
い 蒸 留水中に て充分脱塩 した後， pOlyethyle n eglyc ol
くP E G， 20，000ン を加 えて 濃縮 した ． 脱塩濃縮 した試料
を 0
0
C に 冷却 し， 同 じく － 20
0
C に 冷却 した等容の ア セ
ト ン を徐 々 に 滴下混合 した後， 12，000rpm 30分遠沈
して 沈澱 を得 た． こ の 沈澱 を 0．1 M Tris－H Cl緩衝液
くpE 8．0コに 溶解後－200C に て い っ た ん凍結 した後， 室
温 に て融解 し， 0，04 M の glutathio n eくP－L製， New
Yo rk
， U ．S．A ．1 を加え， さ らに 56
0
C に て 10分間熱処
理 し， 直 ちに O
O
C に 冷却 した． 次 に 同液 を 18，000rpm
に て 30分間遠沈 した後， その 上 清 を 40％ － 90％の 硫
安 に て 塩 析 し， 沈 澱 を 0．1 M Tris－ H Cl緩 衝 液
くpH 8．01に 溶解 し， 蒸留水 に て 前述 の ご とく脱塩， 濃
縮 した． 試料 に 10m M の 2－ m er C aptO etha n ol お よ び
試 料 の 蛋 白 15m g に 対 し て 1 m g の br o m elain
くN A K A R A I製， 京都l を加 え て 37
0
Cl時間イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン の 後， Ultro gel A C A－34くL K B製，
Bro m m a， Sw ede nH26X820m ml に て 0．1 M Tris－
H ClくpH 8．1， 0．5 M NaCll を用 い てゲ ル 濾過 を行
な っ た ． 各分画の y，G T P活性を測定後， 有活性分画 を
20 3 0
Fra ctio n n umber
4 0
Fig．1． D E A E－Sephadex c olum n chrom atogr aphy
Ofthe a ctiv efr a ctio n sfr o mUrtrogel A C A 34．
T he flo w rate w a s40 mllhr a nd 6ml fra ctio ns
W e r e C Olle cted．
回 収 し， 同 様 に 脱 塩 濃 縮 後， D E A E－Sephade x
くP ha r m a cia 製， Up psala，Sw ede nlく25x400m mlに
て 0．01M Tris－ H ClくpH 8．Ol を緩 衝液 と し， ブラジ
ュ ン ト ミ キ サ ー に て NaCl濃度を連続的に 0 より 0 ．5
M ま で変化 さ せ な が ら イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー を行 な っ た ． 溶 出さ れ た分画の y－ G TP 活性を
測定 し有情性分画を 回収後， 脱塩濃縮 し て 部分精製材
料と した く図 1う．
III
． ゲ ル 電気泳動
ゲ ル 電気泳動 は既報 の 方法 に て 行な っ た71． す な わ
肝細胞癌 アー G T Pの 精 製と そ の 性格に 関す る研究
ち， Pha r m a cia 社製電気泳動装置 5001100 を 用い ，
polya c ryla mide gradie nt ge1 4ノ30くP har m a cia 紛
を支持体 と して 1 8時間泳動 した． 泳動後 ゲ ル を N サ
L－gluta myトa－naphtyla mide くW ako 製1， glycyト
glycin eくW ako 艶 ， M gC12 を混和 した 反応液中に て
2時間反応さ せ た後fastga rn etG B CくS igm a乳 St．
Lo uis， Miss o uri， U．S，A ．1 に て 染色した ．
肌 等電 点電気泳 動
等電点電気泳動 は 110 ml カ ラム くL K B 8100 を用
い ， 50％京精液及 び 40％ a mpholin eくpH 3．5へ 101に
て行な っ た ． 1，200 V，48時間通電後， 得ら れ た各分画
液く4．4mりに つ い て ， pH メ ー タ ー に よる pH 測定及
び y－G T Pの 活性測定 を行な っ た ．
V ． Co n A ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー
Co n A sepha r o seくP ha r m a cia 製lく26X400m ml
を用 い ， 0．05 M Tris－ HClくpH 7．51 に 0．5M NaCl，
1m M MnC12， 1 m M CaCl2 を溶解 した も の を援衝液
と した． ま た 溶 出液 に は 0．2 Ma － m ethyl－D－ m a n n O－
p yr anoside くP－L 製l を用 い た．
V工． ニ ュ ー ラ ミ ニ ダ ー ゼ処理
10m M NaCl， 10m M MgC12 を含む 100m M 酢酸
綬衝液 くpH 5，51に ニ ュ ー ラ ミ ニ ダ ー ゼ くB6ehringe r
Man nheim 製， W est， Ge r m a ny1 1 m gJlml を溶解 し，
等容の 試料を加 え37
0
C16時間イ ン キ エ ペ ー トした ．
用 ． 免疫学的実験法
肝癌組織お よ び 腎組織 か ら抽出 した y．G T P の イ オ
ン交換ク ロ マ ト グラ フ ィ ー の 段階ま で 部分精製 し たも
の を， 抗 ヒ ト全 血清 を結合 さ せ た C N Br－ a Ctiv ated
Fig．2－ EIe ctrophor etic patte rn ofthe pu rified y－
G T P fr a ction u sing4－30polya cryla mide gradient
gelslab．
The a m o u nt of purified fra ctio n ap plied to the
gelw a s25JLl． Ele ctrophor e si w asperfo r med ata
CO n Sta nt v oltage of 200v fo r18hr in Tris－boric
a cid， pH 8．35．
くAl y－G T P fr o m H C Cafte r D E A E Sephade x
Chr o m atography．
くBl y－G T P from kidney．
くCISe ru m of H C C．
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Sephar o s e4 Bに よ る n egativ e affin ty chro m ato－
graphy くP ha r m a cia 製圧26x30m mlを行い ， 爽雑蛋
白を除去 した． 各試料 0．2 m g く蛋副 を0．05 M リン
酸緩 衝液 くP B SHpH 8．01 1 mlに 溶 解 し， 等 容 の
Fre u nd
，
sadju v a nt く王A T R O N製， 東京う を加 え， ウ
サ ギに 2週間毎 4 回皮下に 注射した ． 注射終了 よ り 10
日目 に 採血 し， 得ら れ た血 清より 50－ 33％の 硫安分画
に て ， lgG を分 画 し， 抗 血 清 と し て 用 い た ．
Ouchte rlo ny do uble im m u n odiffu sionte st は各抗血
清 20月l を使用 し， 各抗原 5〆1に て 1 ％ agar上 に て
行な っ た ． 次 に ， 各抗原500声1に 抗腎 y．G T P 血清を，
0， 10， 50， 100， 200ノ上1添加 し， 37
0
C lO分間イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン した後 に 各々 の y －G T P活性を測定 した．
さら に 16時間40C に て放置した後， 10，000xg に て10
分間遠沈 し上清 の y． G T Pを測定 す る こ と に よ り肝癌
y－G TP， Co n A 吸着分画， Co n A 非吸着分画お よ び
腎 y－ G T Pに 対す る 抗腎 y－GT P血清の惰性阻害率 を
検討 した．
用
． 蛋 白定量 は Folin －Lo w ry 法 を用 い た1り
成 績
工 ． y－ G T Pの 精製
表 1， 2 に 示 す ご と く イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー 終了 後， 肝癌組織か ら は 16．6xlO3 mUノm g， 腎
組織 か ら は 30．3XlO3 m Ulmg の y－G T P活性 が 得ら
れた ． こ の 段階で 各々 を polya c ryla mide gr adientg．el
電気泳動 する と ， 図2 に 示 す様 に 肝癌組織 y－GT P は
ポ ス トア ル ブミ ン領域の ， 血 清 Y－ G T Pzym ogr a m上
で 工お よ び 王
，
と 呼ぶ6 州 部位に 一 致 して ， やや 巾広く






M olec ular w eight
Fig．3． Dete rmin atio n of m olec ula r w eight of y－
G T P．
Standa rds くaldola se， albu min ， ribo n u cle a s eA，
Chym otrypsin oge n A， OV albu min， Catala s e， and
thyr oglobulinJ， pu rified y－G T P， a nd Blu e
De xtr a n w e re chro rn atOgraPhed o n al．6X70c m
C Olu m n of U ltr ogel A C A－34． T heflo w r ate w a s
m aintained at15 mlhr．
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の工工に 近似 した 部位に 泳動さ れ た ．
II． 分 子 丑
各 組 織 r－ G T Pを ultr ogel A C A－34くL K B製l
く16X700m ml を用 い ， aldola se． albu min ， ribo nu －
Cle a s e A， Chym otry psln Ogen A， O V albu min ，
C atala s e，thyr oglobulin を マ ー カ ー と して分子 量 を測
定す る と く図 3l， 肝癌 y．G T P約 92，000， 腎 ツー GT P
約 81，000 と算出され た．
エl． E m 値
L－ y． gluta myl－ P， nitro anilide を 基 質 と し て
Lin e w e a v e r．Bu rk m ethod1 21に よ り Km 値 を測定 す
る と， 肝癌 y－G T P l．44m M ， 腎 y－ G T P l．55m M で
あ っ た ．
肌 至 適 pII
至適 pE 測定は基質溶液 を 1 N H Cl お よ び， 1 N
NaO Hに よ り pH 6．0 か ら 9．5 の 間で 変化 さ せ て 活
Table3． Effe ct of div ale nt catio n s a nd E D T A
性 を測定 した． 両者 とも に 至適 pH は7．9 で あ り， 差は
認 め られ な か っ た ．






2＋ 等 の 2価イ オ ン ， K＋ ， Na＋ の 1価
陽イ オ ン お よ び E D T Aに よ る 影響 は各々 の 0．1M，
0．01 M 溶液を 基質液 と して測定 し たが ， 肝癌， 腎 y－






， Na十 の 存在下 で わずか
に 活性が 上 昇す る傾向が み ら れ， Zn2 ＋， E DT Aによ り
阻害 され る 点で 共通 して い た く表 31．







C に お ける耐熱性 に つ い て みる と，
両者 と も に 各温度， 各時間に お い ては ぼ 同様の括性低
下を示 し， 差は 認め られ な か っ た く図4う．
耶I． ア ミ ノ酸 効果
y－L－gluta myl－ a ． n aphthyla mide を y－gluta myl供
給体 と し種 々 の ア ミ ノ酸 20m M を 受容体と して活性
A dditio n
Co n c e ntr atio n
くMう
Relativ e e n zym e a ctivityく％1







































































T he r e a ctio n r nixtur e c o ntain ed l．Oml of s ubstr ate s olutio n， 20pl of the e n zym e a nd
indic ated c o n c e ntratio n s of c atio ns or E D T A． T he a ctivity w a s e xpr es sed as a
Pe rC e ntage Ofthatin the c ontrole xperim e nt．
Table4． Activity of T－G T P in the pre s e n c e of v ario u s a c c eptor s
En zym e a ctivityく％1
Ac c epto rく20m Ml




L－Le u cin e
し Aspar agin e
し Aspartic－ aCid
L－Gluta min e
L－Gluta mic－ a Cid
L－Methio nin e
L－A la nin e
しP he nylala nin e












































































肝細胞癌 アーGTP の 精製と その 性格 に 関す る研究
0 5 10 15 20
T im eくminl
Fig．4． He at stability ofthe e n zym e．







C， At the tim e indic ated， Sa mPle s w e re
rem o v ed a nd im m ediately a ssayed for the
activity． 書
． ． ． 争
， y－G T P fr o m H C Cニ 0 －0 ， y－
G T Pfrom kidney．
Fig．5． Is o ele ctricfo c u sing ofthe pu rified y－GTP．
Iso ele ctr ofo cu sing e xperim e nts w e re c arried out
ata c o n sta nt v oltageく1，200 Vlfo r48hr sin allO
ml c olu m nくL K B 81001． T he a mpholin e c a rrie r
a mpholyteくpH 3．5．101w a s u sed． A fterfo c u sing，
fra ctio n s of 4．4 mlw ere colle cted． ． －． ，befo r e
tr eatm e nt with ne ur a minida sei 中
一 ． ． 書 ， afte r
tr eatm e nt with n e u r a minidas e．
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を測定 したと こ ろ， glycylglycin e， L－gluta min eで 高
度な活性 の 上 昇を認 めた． しか し， 肝才軋 腎 y．G T Pの
間に 明 ら か な差異は み られ なか っ た く表4つ．
Y臥 等 電 点
a mpholin eを用 い た等電点電気泳動で は， 肝癌 y －
G T P はpI4 ．0前後 で あ り， ニ ュ ー ラ ミ ニ ダ ー ゼ処理
に よ り pI 5．1に 変化 した ． 一 九 腎 ツー G T P はpI 4．4
の等電点 を示 し たが ， ニ ュ ー ラ ミ ニ ダ ー ゼ処理 に よ り
p工5．3に 変化 し， 処理 前に 比 較 して肝癌と の 等電点の
差が小 さく な っ た く図5う．
1X． Co n A ア フ ィ ニ チ イ ー ク ロ マ トグ ラフ ィ ー
各々 の y． G T P をc onA s epha ros e chro m ato－
gr aphy に て分離 した 結果 を図6 に 示 す． 精製 に 用 し
た肝細胞嘩に よ り その比 率 は違うが ， 平均して肝癌 y－
G T P で は 15％が c o nA 非吸 着分画に ， 残り の85％は
c o nA 吸着分画に 溶出さ れ た． ま た， ニ ュ ー ラ ミ ニ ダ ー
ゼ処理 前後 に お い て も吸 着， 非吸着分画の割合 に 明ら
か な差は み られ な か っ た ． 一 九 腎 y－G T P は， 大部分
が非吸着分画 に 溶出され ， さ ら に ニ ュ ー ラ ミ ニ ダ ー ゼ
処理後 は逆 に ほ と ん どが c on A 吸着分画に 溶出さ れ
た
．
c o nA に て 分 画 さ れ た 各々 の ピ ー ク を poly．
a c ryla mide gel電気泳動す る と図 7 に 示 す ごと く肝
癌 y－ G T Pの C O nA 吸 着 分 画 は 血 清 y－G T P
zym ogra mの Iの 部位 に ， 非吸着分画はそ のや や陰極
より の 1
， の 部位 に 泳動され 電気泳動上区別され た． し
か し， 腎 y－ G T P はc o nA 吸着， 非吸着分画とも にII
に 近似し た位置に 泳動さ れ， 差は認め なか っ た ． さ ら
に ， C O nA 吸着及 び非吸着分画 の 各 y－G T P をニ ュ ー
ラ ミ ニ ダ ー ゼ処理 す る と， 肝癌 y－ G T P はニ ュ ー ラ ミ
ニ ダ ー ゼ処理 に よ り c o nA 吸着， 非吸 着分画とも に よ
り陰極寄り へ 泳動位置が移動 し， 泳動上明らか な差異
はみ られ な く な っ た ． 一 方 ， 腎 y－GTP はc on A 吸着，
ニ芯 HCC トGT P Kidn ey トG T P
叩 か tくI 劫
Fig，6． c o n－A affin ty chr o m atogr aphy of y－G T P．
Co n－A affin ty chr o m atogr aphy ofthe e n zym es
W ere C a rried o ut with Co n－A －Sephar o s e a s
des cribed in the MA T E RIALS A N D M E T H O D．
書 一 書 ， befo retr eatm ent withne ura minida sei 書
一 ． 一 ゆ
， afte rtr e atm ent with n e u r a minida s e．
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Fig．7． Ele ctropho retic patte r n of
fro m c o n． A affin ty chro m atogr aphy u sing4，30％
polya c ryla mide gr adie nt gelslab．
くAICo n．A －u nbo u nd fr a ctio nfrom H C C．
くBICo n，A －bo u nd fra ctio nfr o mH C C．
くCICo n．A －u nbo u nd fr a ctio nfr o mKidn ey．
くDICo n－A ．bo u nd fra ctio nfr o mKidn ey．
くEISe rum of HC C．
Fig． 8． Do uble im m u n odiffu sio n in aga r o segel
Stain ed with y
－G T Pa ctivity．
Pu rified prepa ratio n s of yTG T P fro m H C Cく印
and Kidn eyくKIa nd a ntis e ra ag in st the y－G T P
Purifiedfro m H C Cく頁1 and fro mK idneyく宜Ia re
r epre sented．
Kidn ty r－ G T P C抑
．A b朝 椚d h書亡Iion oI C帥 ．人 l 血 tr l Cli00



















Fig． 9－ Inhibitio n of y．G T Pa ctivities by a nti
Eidn ey y．G T Pa ntibody．
Re m aining yrG T Pa ctivity of K idn eyくAICon－ A
bo u nd fra ctio nくBl and u nbo u nd fr a ctio n of H C C
くCIbefo reく■Ia nd afte rく0ンce ntri fugatio n．
谷
非吸着分画と も に ニ ュ ー ラ ミ ニ ダ ー ゼ 処理 に よ る泳動




図 8 は抗原と し て肝癌 y－ G T P と腎 y－ G T P， 抗体と
し て 抗 腎 y．G T P ウサ ギ 血 清， 抗肝 癌 y－ G TP ウサ ギ
血清 を用 い た Ou chte rlo ny do uble im m u n odiffu sio n
test を示 す． 両者は 互 い に 完全に 融合す る 沈降線を形
成 し， 共通 の 抗原性 をも つ 事が 認め られ た
．
ま た， 肝
癌 y －G T P をc o nA 吸着分画お よ び非吸 着分画に 分け
て Ou chterlo ny 法 を行 な う と， い ず れ も両抗体 に同様
に 融合す る 沈降線 を示 した． 次 に ， 図9 に 抗腎 y．G T P
ウサ ギ血 清を用 い た 活性阻害試験の 結果 を示 す
． 肝癌
y－G T Pの c o nA 吸着分画 お よ び非吸着分 画， さ らに
腎 y．G T P はい ずれ も抗腎 y－ G T P ウ サ ギ 血清 によ っ
て約 70％の 活性 が阻害さ れ た． さ らに ， 遠心後 は活性
の大部分が沈没 し， 阻害が よ り あき ら か と な っ た． ま
た こ の 活性阻害 パ タ ー ン も 図9 に 示 す ご とく 三者で類
似 し て い た ．
考 察
晴乳動物 で は ， 肝 の y－G T P活性 は胎生期 に 最も高
く， 生後急激に 下降 し， 健 常な成熟肝 で は その 活性は
極 め て低 い 用 ． 一 方 ， 肝細胞癌 で は再び活性が増加し，
患者血清で も著明な活性上昇を示 す 場合 が多い ． ま た，
種 々 の 実験肝癌 の 発癌過程に お い て ， 前癌性病変とも
い わ れ る過形成結節の 時期に ， すで に y －G T P活性の
高度 な増加が観察され ， 癌化が進行す る に 従い ， 活性
が著明 に 上 昇す る事が 示 さ れ て い る1 4 ト岬 ． こ の 様な事
実よ り， 肝細胞癌 で 増加 す る y－ G T Pに は癌胎児性蛋
白と して の 性格 を有す るも の が ある と推察さ れ る． こ
の 様 な 点に 注目 した臨床的な研究 よ り， 澤武ら6 ト9Iは
肝細胞痛 に 特異的に 出現す る血 清 y－ G T P iso e n zym e
を見 い 出し， n O V ely －G T P is o e n zym eと称 して い る ．
本is o e n zym eは その 特異性が高く ， a －fetopr otein の
低あ る い は非産生肝細胞癌 に も検出さ れ， 腫瘍の 進行
度と も相関性が乏し い こ とな どよ り， 臨床的意義の高
い 腫 瘍 マ ー カ ー で あ る こ とが広 く内外 で認 め られて い
る1 7J 瑚
． しか し， 本iso en zym e の 性格や 出現機序に つ
い て は 未だ明 らか に され て い な い ． その 目的か らい え
ば と 卜正常肝よ り精製 し た y－G T P と比較 す る の が望
ま しい の で ある が， 前述 し た ごと く， 正常肝の y－G T P
活性 は非常 に 低く， 十分な 量を得 る こ と は極め て 困難
で ある こ と より ， 今 回 は正 常腎よ り同様 な方法で精製
した y
－ G T P と比 較検討 し たわ け で ある ．
著者 のイ オ ン 交換 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー の 段階で の 部
分精製 した y－ GTP の 酵素学的 な性格 をみ る と， 基質
肝細胞癌 アー G T Pの 精製と その 性格に 関す る研究
に対する K m 値， 至 適 pH， 各種金属イ オ ン や E D T A
によ る影響， 耐熱性， さら に は各種 ア ミ ノ 酸の ア クセ
プタ ー と しての 反応 な どの 物理 化学的性質に は肝細胞
癌 r GT P と腎 y－G T P の間に は明 らか な差異は認め
られて い な い ． さ ら に ， 家兎 に 免疫し て得 られ た抗血
清に よる 免疫学的検討 で も ， 肝細胞癌 y－ G T P と腎 y－
G TP はと も に 抗肝細胞癌 y－G T P血 清あ る い は 抗正
常腎 y－ G T P 血清 で ほ ぼ 同 じ よ う に 中和 さ れ ，
Ouchte rlony 法で も互 い に 融合す る沈降線が形成 され
る． ま た， 肝細胞癌 y－G T P は胎盤， 小 腸， 副章丸， 膵，
肝か ら抽出し た y－ G T P とも共通 の 抗原性 を有 す ると
い う成績も得 られ て い る1 91． こ の 様に 少 な く と も ポリ
ク ロ ナ ー ル な抗体で検討す る 限り， 肝細胞癌 y－G TP
に は免疫学的に 特異な性状は み られ な い ．
一 方， 図2， 図6 に 示 した よう に ， 電気泳動度と等
電点に は肝細胞癌 y－ G T P と腎 y－GT Pの 間に は明 ら
か な差異が み られ ， さ ら に ニ ュ ー ラ ミ ニ ダ ー ゼ 処理 後
に は， こ れ ら の 移動度 は変化す るが， 両者は 依然と し
て 異な っ て い ると い う 成績が得 られ て い る． また ， C O n
A の 親和性 に お い ては ， 腎 y－G T P はc o nA 非吸着分
画に 大部分が溶出さ れ るの に 対 し， 肝細胞癌 y－G T P
で は， C O nA 非吸 着分画は 15％位で ， 多く は c o nA 吸
着性で ある． さ らに ニ ュ ー ラ ミ ニ ダ ー ゼ処 理 後に c orl
A の親和性 をみ る と， 肝細胞癌 y－G T P の場合 は， 処理
前後で親和性 に 明ら か な変動は みら れ な い の に 対し，
腎 y－ G T P で は処理 後大部分が c o nA に 吸 着さ れ るよ
うに な るな ど， C O nA に 対す る親和性 に は両者に 著明
な差異が み ら れ る． 以上 の よ う に ， 肝細胞癌と 正常腎
y－G T Pの 間に は酵素学的 およ び 免疫学的性格 に お い
て明 らか な差 異は認め られ ない ． さ ら に ， 本稿で は触
れなか っ たが ， 血 清 y －GTP is o e n zym eの 各分 画に 対
する免疫学的検討に お い て も， 特異 ， 非特異 を問わ ず
共通な抗原性 を有す ると い う 成績 が得 られ て い る1射．
これ らの 成績よ り， nOVely．G T Pは異な っ た遺伝子 に
コ ー ドさ れ る 一 次構造の 違 っ た 蛋白よ りな る酵素と い
う， 古典的な意味で の is o e n zym eの定義に は 一 致 しな
い こと に な る
．
しか し こ の よう な定義に は 一 致 しな い
Syn Zym e allo zym eな どもis o e n zym eと して 扱い ， 広
義に解釈 され て い るの が 現状 で あ り， n O V ely －G T P も
このよ う な範時に 入 るも の と考え られ る．
最近， 哺乳動物 に お け る各臓器 の y ．G T P は免疫学
的に 差異 は なく， その 糖鎖構造に 相違の あ る こ と を示
す 成績 が 相次 い で 報 告 さ れ て い る2 012 1I． さ ら に
Tsu chida ら2 21は ラ ッ トの化学発癌剤に よ る肝癌，前癌
性病変 と も い わ れ る 過形成結節， 腹 水肝癌 A H－13，
ヨ ー ク サ ッ ク腰瘍 か ら精製さ れ た y－ G T P は正常腎の
ものと免疫学的に 区別 しえ ない が， シ ァ ル 酸含量の 高
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い 事 を示 して い る
． 著者の成績で は ニ ュ ー ラ ミ ニ ダ ー
ゼ処理 後 も肝細胞癌 y．G T P と腎 y．GTPの 電気泳動
度や等電点 は依然と して違う こ とよ り， ヒ トの癌化 に
伴う y． G T Pの 異常は シ ァ ル 酸含量の差異の み か ら説
明し えな い よう で あ る
．
Sato ら231は と 卜肝癌 と非痛部
の肝組織由来の y－G T P を比較 し， 各種の物理 化学的
性格に は差 はな い が， 肝癌の y－G T P はグル コ サ ミ ン
含量 が 3倍高く ， C O nA に対 して は低い が ， Whe at．
ger m， PH A－E， Ciba cr o nblu eに 対 しては高い 親和性
を有す る こ と を 示 して い る． こ れ らの 成績 も著者 の 成
績と同様 に 肝癌 に み られ る y－G T P癌性変化 は蛋 白部
分で は な く， 主 と して糖鎖部分に 起 こ っ て い る こ と を
示 す も ので あ る． ひい て は， 血清 に み られ る y－ G T Pも
こ の様 な糖鎖の プ ロ セ ッ シ ン グ の 異常に よ り生じ た糖
鎖構造の 遠い を反 映 し たis o e n zym eで ある と推察 さ
れ る
． 最近， Ya m a shita ら24Iに よ り， ラ ッ ト腹水肝癌
A HT66 と ラッ ト正 常肝由来 の y－G T Pの 糖鎖構造 が
比較 され ， そ の 癌性変化が明 らか に され て い る． それ
に よ ると ， 量的に は A廿 66 のy－ G T P は1モ ル 蛋白あ
た り の糖鎖結合数は正 常の 4倍， 1Jモ ル 酵素あた りの
シ ァ ル 酸残基数 は正 常の 3倍 に 著増 して い る． また，
質的 に は A H－66由来 の y－ GT Pは 正 常肝 y－G T P で
は見 られ な い 高 マ ン ノ ー ス 型糖鎖と bis e ctGIcN Ac を
含んだ 2本鎖少糖 の出現 して い る こ と， なら び に， 繰
り返 し構造 を含む糖鎖が消失 し， 3本鎖お よ び 4本鎖
少糖の 占め る割合が正 常 y－ G T P の それよ りも減少 し
て い る点 を特徴 と して挙げて い る
．
こ の様に ， 動物 で
は癌化に 伴 っ て 起 こ る y －G T P糖鎖の プ ロ セ ッ シ ン グ
の 形成異常が 具体的 に 明 らか に され て い る． しか し，
ヒ トの 肝細胞癌 の y－G T P で は どの よう な糖鎖構造が
癌 に特異的な の か は解明され て い な い ． 今乳 この よ
うな 問題が解決 され ， さ らに は， 特異な糖鎖 を認識す
る モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体 が 開発 さ れ る な ら ば， 本iso－
e n zym eの 微量 定量 法も可能に な り， さら に ， その 臨床
的有用性が高ま る もの と思われ る ． ，
結 論
各種分画法を用 い て ヒ ト肝細胞癌組織 およ び正 常腎
組織よ り y．G T Pを精製 し， その 物理 化学的， 免疫学的
性格 を比較検討 し， 以 下の 結論を得た．
11 肝 癌組織y．G T P と腎組織 y－G T Pの 間 に は基
質 に 対 す る Kln 鳳 至 適 pH， 各 種 金属 イ オ ン や
E D T Aに よ る影響， 各種ア ミ ノ酸の アク セ プ タ ー と し
て の 反応， 耐熱性 な どに 明 らか な差異 はみ られ な か っ
た ．
2フ 両者の間に は， 電気泳動度， 等電点， C On A お
よ び ニ ュ ー ラミ ニ ダ ー ゼ に 対す る反応性に 明 らか な相
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連が み ら れた ．
31 肝癌組織y－ G T Pお よ び 腎組織 y．G T P は免疫
学的 に区別さ れ な か っ た ．
以上 よ り肝細胞癌患者 に特異な novel y－G T P は主
に糖鎖 の プ ロ セ ッ シ ン グの違い を 反映 した 広義の意味
で の is o en zyme で ある と推察さ れ る．
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